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ABREGE DESCRIPTIF 

L'invention concerne une microsphere de latex constitute de 
polymeres obtenus par polymerisation de monomeres insatures 
6thyl6niquement, prtsentant des groupements fonctionnels en surface, 
remarquable en ce que sur au moins une partie desdits groupements sont 
greffes, par l'intermediaire d'une chaine divalente, des radicaux biotinyle. 

Hie concerne egalement le complexe avidine- ou streptavidine- 
biotine obtenu k l'aide de ladite microsphere et 1'utilisation de la microsphere 
ou du complexe en tant qu'agent de diagnostic de dosage biologique ou de 
dosage immunologique. 
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Les realisations de 1'invention, au sujet desquelles un droit exclusif de propriety 
ou de privilege est revendiqu£, sont d£finies comme suit 

1. Microsphere de latex, constitute de polym£res obtenus par 
polymerisation de monom&res insatur£s ethyl£niquement, presentant des 
groupements fonctionnels en surface, caracteris£e en ce que sur au moins une 
partie desdits groupements sont grefiKs, par l'interm6diaire d*une chaine 
divalente, des restes biotinyle. 

2. Microsphere selon la revendication 1, caract£ris£e en ce que la 
chaine divalente a une longueur moyenne allant de 5 k 120 A. 

3. Microsphere de latex selon la revendication 1 ou 2, caractfrisee en 
ce que la chaine divalente comporte de 3 k 80 atomes. 

4. Microsphere de latex selon la revendication 1 ou 2, caract6ris€e en 
ce que le reste biotinyle est de formule: 




n 



Rl est une radical divalent hydrocarbon^ en Cj-Cg ; 

X est soit un atome d'oxygdne, de soufre ou un radical imino N-H; 

Z est un groupe C - O ou -S-. 

5. Microsphere de latex selon la revendication 3, caract£ris6e en ce que 

le reste biotinyle est de formule: 
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n 



z 

i 



ou 

R j est une radical divalent hydrocarbon^ en Cj-Cg. 

X est soit un atome d'oxygdne, de soufre ou un radical imino N-H; 

Z est un groupe C = O ou -S-. 

6. Microsphere de latex selon la revendication 1, 2 ou 5, caracterisee en 
ce qu'elle pr£sente la structure suivante: 

M-[CO-NH-R-NH-B ] n III 

dans laquelle: 

n represente le nombre moyen de molecules grefiSes par unite surfacique, 
notamment entre 0, 1 et 10 par nanometre carrd; 
M represente la microsphere de latex; 
B est un reste biotinyle; 

R est un radical divalent hydrocarbon^, eventuellement substitu6, comportant 
eventuellement un ou plusieurs het£roatomes choisis parmi les atomes d'azote, 
d'oxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
derives, un ou plusieurs cycles ou h£t6rocycles. 

7. Microsphere de latex selon la revendication 3, caract£ris6e en ce 
qu'elle presente la structure suivante: 

M-[CO-NH-R-NH-B ] n DDE 

dans laquelle: 

n represente le nombre moyen de molecules greffees par unite surfacique, 
notamment entre 0,1 et 10 par nanometre caire; 
M represente la microsphere de latex; 
B est un reste biotinyle; 

R est un radical divalent hydrocarbons, eventuellement substitue, comportant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes choisis parmi les atomes d'azote, 
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d'oxygdne, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
derives, un ou plusieurs cycles ou h£t6rocycles. 

8. Microsphere de latex selon la revendication 4, caracterisee en ce 
qu'elle pr£sente la structure suivante: 

M-[CO-NH-R-NH-B ] n HI 

dans laquelle: 

n repr&ente le nombre moyen de molecules greffees par unite surfacique, 
notamment entre 0,1 et 10 par nanometre carr£; 
M reprlsente la microsphere de latex; 
B est un reste biotinyle; 

R est un radical divalent hydrocarbon^, eventuellement substitue, comportant 
eventuellement un ou plusieurs hdtdroatomes choisis parmi les atomes d'azote, 
d'oxygene, de soufire, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
derives, un ou plusieurs cycles ou heterocycles. 

9. Microsphere de latex selon la revendication 6, caiacterisee en ce que 
le reste biotinyle est de fonnule: 




10. Microsphere de latex selon la revendication 7 ou 8, caracterisee en 
ce que le reste biotinyle est de fonnule: 

H V 
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1 1 . Microsphere de latex selon la revendication 9, caracteris6e en ce que 
R est choisi dans le groupe constitue par le reste divalent de fonnule: 

-R 2 -C-NH-R 3 - 
O 

dans laquelle R2, R3 identiques ou diffdrents sont une chaine divalente en 
C 2 -C6- 

12. Microsphere de latex selon la revendication 10, caract£ris6e en ce 
que R est choisi dans le groupe constitue par le reste divalent de fonnule: 

-R2-C-NH-R3- 
O 

dans laquelle R2, R3 identiques ou differents sont une chaine divalente en 
C 2 -C6. 

13. Microsphere de latex selon la revendication 1, 2 ou 5, caract&isee en 
ce qu'elle prgsente la structure suivante: 

M-[NH-CO-R-B ] n IV 

dans laquelle: 

n repr£sente le nombre moyen de molecules greff6es par unite surfacique, 
notamment entre 0,1 et 10 par nanometre carr£, 
M represente la microsphere de latex, 
B est un reste biotinyle, 

R est un radical divalent hydrocarbone, eventuellement substitu£ comportant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes choisis panni les atomes d'azote, 
tfoxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
derives, un ou plusieurs cycles ou het£rocycles. 

14. Microsphere de latex selon la revendication 3, caracterisee en ce 
qu'elle prdsente la structure suivante: 

M-[NH-CO-R-B ] n IV 

dans laquelle: 

n represente le nombre moyen de molecules greff£es par unite surfacique, 
notamment entre 0,1 et 10 par nanometre caire, 
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M repr£sente la microsphere de latex, 
B est un reste biotinyle, 

R est un radical divalent hydrocarbon^, 6ventuellement substitug comportant 
6ventuellement un ou plusieurs h6t£roatomes choisis parmi les atomes d f azote, 
d'oxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
d6riv£s, un ou plusieurs cycles ou h6t£rocycles. 

15. Microsphere de latex selon la revendication 4, caract6ris6e en ce 
qu'elle pr£sente la structure suivante: 



dans laquelle: 

n reprgsente le nombre moyen de molecules grefitees par unite surfacique, 
notamment entre 0,1 et 10 par nanometre carrg, 
M reprgsente la microsphere de latex, 
B est un reste biotinyle, 

R est un radical divalent hydrocarbon^, gventuellement substitug comportant 
eventueilement un ou plusieurs h£t£roatomes choisis parmi les atomes d'azote, 
d'oxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes carbonyle ou 
dgrivgs, un ou plusieurs cycles ou hgtgrocycles. 

16. Microsphere de latex selon la revendication 13, caract£ris£e en ce 
que le reste biotinyle est de fonnule: 



M-[NH-CO-R-B ] n 



IV 




H 



S 



17. Microsphere de latex selon la revendication 14 ou 15, caractgrisge en 
ce que le reste biotinyle est de fonnule; 
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s 
I 



18. Microsphere de latex selon la revendication 13, caract6ris6e en ce 
que R est choisi dans le groupe constitu6 par le reste divalent de formule: 




19, Microsphere de latex selon la revendication 14 ou 15, caract6ris6e en 
ce que R est choisi dans le groupe constitue par le reste divalent de formule: 




20. Microsphere de latex selon la revendication 1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 
14, 15, 16 ou 18, caract£ris6e en ce que la density surfacique de groupements 
fonctionnels par nanometre carr£ de microsphere est compris entre 1 et 50. 

21. Microsphere de latex selon la revendication 3, caract£ris£e en ce que 
la density surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carr£ de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 

22. Microsphere de latex selon la revendication 4, caract£ris£e en ce que 
la density surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carr£ de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 
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23. Microsphere de latex selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
la density surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carre de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 

24. Microsphere de latex selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que la densite surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carre de 
microsphere est compris entre 1 et SO. 

25. Microsphere de latex selon la revendication 13, caracterisee en ce 
que la densite surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carre de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 

26. Microsphere de latex selon la revendication 17, caracterisee en ce 
que la densite surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carre de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 

27. Microsphere de latex selon la revendication 19, caracterisee en ce 
que la densite surfacique de groupements fonctionnels par nanometre carre de 
microsphere est compris entre 1 et 50. 

28. Microsphere selon la revendication 1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16 
ou 18, caracterisee en ce que le pourcentage de restes biotinyle par rapport au 
nombre de groupements fonctionnels presents sur la microsphere est compris 
entre 1 et 50%. 

29. Microsphere selon la revendication 3, caracterisee en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

30. Microsphere selon la revendication 4, caracterisee en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

31. Microsphere selon la revendication 6, caracterisee en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 
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32. Microsphere selon la revendication 10, caract6ris6e en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

33. Microsphere selon la revendication 13, caract£ris6e en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

34. Microsphere selon la revendication 17, caracteris£e en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

35. Microsphere selon la revendication 19, caract£ris£e en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

36. Microsphere selon la revendication 20, caracteris£e en ce que le 
pourcentage de restes biotinyle par rapport au nombre de groupements 
fonctionnels presents sur la microsphere est compris entre 1 et 50%. 

37. Complexe de microsphere de latex biotinyl6e et d'avidine ou de 
streptavidine, caract6rise en ce que la microsphere de latex biotinyle est 
conforme k la revendication 1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 29, 30, 31, 
32, 33, 34ou35. 

38. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caract£ris6 en ce que la microsphere de latex biotinyl6e est 
conforme a la revendication 3. 

39. Complexe de microsphere de latex biotinylee et d'avidine ou de 
streptavidine, caract£ris6 en ce que la microsphere de latex biotinyl6e est 
conforme k la revendication 4. 
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40. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 6. 

4L Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 10. 

42. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 13. 

43. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 17. 

44. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 19. 

45. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine, caracterise en ce que la microsphere de latex biotinyiee est 
conforme k la revendication 20. 

46. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine selon la revendication 37, caract£ris£ en ce qu'environ une 
molecule d'avidine ou de streptavidine est fix£e par reste biotinyle. 

47. Complexe de microsphere de latex biotinyiee et d'avidine ou de 
streptavidine selon la revendication 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 ou 45 caracterise 
en ce qu'environ une molecule d'avidine ou de streptavidine est fix£e par reste 
biotinyle. 

48. Procede de preparation d"une microsphere selon la revendication 1, 
2, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 29, 30, 31, 32, 33, 34 ou 35 ou dto 
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complexe selon la revendication 37, caracterise en ce qu'on effectue les Stapes 
suivantes: 

a) activation des groupements fonctionnels de la microsphere, 

b) greffage de la chaine biotinyiee dont l'extremite terminate est 
reactive vis-a-vis du groupement fonctionnel active, 

c) dventuellement complexation avec l'avidine ou la streptavidine. 

49. Procede de preparation d'une microsphere de latex selon la 
revendication 48 d'une microsphere de structure III, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

a) l'activation du latex carboxylique par le sulfo N- 
hydroxysuccinimide (S-NHS) en presence dW carbodiimide; 

b) le greffage sur le latex active de la chaine biotinyiee k 
terminaison NH2. 

50. Procede de preparation d'une microsphere de latex selon la 
revendication 48 d'une microsphere de structure IV, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

a) l'activation du latex amine par un bras espaceur 
heterobifonctionnel de type sulfosuccinimidyl 4-(N- 
maieimidoalkyl) arylester; 

b) le greffage sur le latex active de la chaine biotinyiee k 
tenninaison -SH. 

51. Procede de preparation selon la revendication 50, caracterise en ce 
que le bras espaceur est le sulfosuccinimidyl 4~(N -maieimidoalkyl) 
cyclohexane-1 caiboxylate ou S-SMCC. 

52. Procede de preparation selon la revendication 48, caracterise en ce 
que le complexe avec l'avidine ou la streptavidine est obtenu par mise en 
presence d*un exc6s molaire d'avidine ou de streptavidine. 

53. Procede de preparation selon la revendication 49, 50 ou 51, 
caracterise en ce que le complexe avec l'avidine ou la streptavidine est obtenu 
par mise en presence d*un exces molaire d'avidine ou de streptavidine. 



2157811 



54. Proc&te de preparation selon la revendication 52, caract6ris6 en ce 
que l'exc&s molaire d'avidine ou de streptavidine est d'environ im facteur 2. 

55. Proc6d6 de preparation selon la revendication 53, caracterise en ce 
que l'excds molaire d'avidine ou de streptavidine est d'environ un facteur 2. 

56. Utilisation des microspheres selon la revendication 1, 2, 5, 7, 8, 9, 
11, 12, 14, 15, 16, 18, 29, 30, 31, 32, 33, 34 ou 35 ou des complexes selon la 
revendication 37, comme agents de detection biologique. 

57. Utilisation selon la revendication 56, caracterisee en ce que cette 
utilisation est destin& k Hybridation, au s6quen9age d'ADN. 

58. Utilisation selon la revendication 57, caract&is£ en ce que cette 
utilisation est destin£e & la purification de proteines ou au tri cellulaire. 
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La presente invention concerne une nouvelle microsphere de 
latex biotinyiee, un complexe avidine- ou streptavidine-microsphere 
biotinyiee, un procede de preparation d'une telle microsphere ainsi que 
Tapplication de la microsphere de latex biotinyiee ou du complexe avec 
5 Tavidine ou la streptavidine comme agent de diagnostic ou de dosage 
biologique (immunologique, enzymatique, etc) ainsi qu'en biologie 
moieculaire. 

L'interaction (strept)avidine-biotine est utilis£e depuis de 
nombreuses ann£es dans des applications biologiques variees, notamment 

10 dans le domaine de la separation et du sequengage d'ADN ( ), de 

Thybridation des acides nucieiques, des dosages immunologiques, du 
marquage cellulaire et du tri cellulaire. 

Les avantages du syst^me de reconnaissance streptavidine-biotine 
ou avidine biotine sont nombreux et bien connus ; il s'agit de : 
15 - la creation d'une interaction forte entre ces deux molecules, qui 

assure la stability du complexe dans des conditions variables de pH au cours 
des differentes Stapes de lavage, couplage et analyse, 

- la reduction du couplage non specifique, 

- la relative facilite d'introduction de la biotine dans les 
20 macromoiecules biologiques sans modification de leur activite, en vue du 

couplage sur le support streptavidine. 

La biotine, aussi appeiee vitamine H, de formule : 



25 




(CH 2 ) 4 A 
HOOC 

30 

presente l'avantage de pouvoir se Her avec une seiectivite tres elevee a 
Tavidine ou la streptavidine (kd =* 1,3.10*15 mole/1). 

L'avidine est une glycoprotein presente dans le blanc d'oeuf, 
possedant quatre sous-unites identiques de 128 aminoacides chacune et un 
35 point isoeiectrique de 10. Hie peut fixer jusqu'Si 4 molecules de biotine, soit 
une biotine par sous-unite. Par le terme "avidine", on souhaite egalement 
designer la forme non glycosyiee de cette proteine qui a essentiellement les 
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memes caracteristiques d'affinite que la proteine glycosylee. 

La streptavidine est une proline provenant de la culture de 
Streptomyces avidinii possedant egalement quatre sous-unites identiques et 
un point isoeiectrique d'environ 5-6. 
5 Usuellement la streptavidine utilisee a subi une digestion par la 

proteinase K. Toutefois, dans le cadre de la prtsente description, on souhaite 
egalement designer par l'expression "streptavidine" la forme native obtenue 
par exemple apr&s clonage du gene de la streptavidine (Argarana CE, Nucleic 
Acids Res. 1986; 14:1871-1882). 

10 On connait par ailleurs Papplication des microspheres de latex en 

tant que materiel de diagnostic medical. Par exemple, les particules de latex 
sont utilises dans les tests d'agglutination et servent & detecter la presence 
ou 1'absence d'anticorps ou d'antigene. Concretement, un anticorps ou un 
antigene est lie k la surface d'une particule de latex qui peut par la suite 

15 r£agir avec le ou les antigdne(s) ou anticorps correspondant contenu dans un 
fluide corporel par exemple, le serum du sang, le liquide c^phalorachidien 
(LCR), Purine, ou une preparation d'extrait tissulaire. Les methodes de 
detection sont bien connues de I'homme du metier. 

On a propose dernierement des latex contenant des microspheres 

20 magnetiques comportant des groupements streptavidine en surface et qui 
sont notamment utilises dans le domaine du diagnostic medical et du dosage 
immunologique. 

Neanmoins, un tel latex ne conduit pas k un resultat tout k fait 
satisfaisant, car la proximite de la surface des particules peut induire une 
25 denaturation partielle de la streptavidine, qui diminue sa capacite de 
couplage avec la biotine, ou du moins rend celle-ci moins contrdlable. 

L'invention propose un precede de preparation de microspheres 
de latex biotinyiees assurant : 

a) un eontrole aise du greffage covalent de la biotine modifiee, ce 
30 qui ouvre la possibilite d'obtenir des particules dont la concentration 

superficielle en biotine soit variee et connue, 

L'invention propose aussi de nouvelles microspheres : 

b) offrant la possibilite de preparer indifferemment k partir d'une 
m£me base, des latex avidine ou des latex streptavidine : ce qui permet de 

35 proposer aux utilisateurs deux produits de valeur ajoutee differente. La 
streptavidine est. plus couteuse, mais elle donne moins d'interferences que 
l'avidine k cause de son point isoeiectrique plus faible (avoisinant 5-6) et 
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parce qu'elle est normalement ctepourvue de rtsidus glycosyles qui sont 
presents k la surface de chaque sous-unites dans Pavidine. 

c) permettant l'tlimination des contraintes stgriques dues k la 
proximity de la phase solide que repr&ente le support polym^re, 
5 d) favorisant la formation du complexe biotine-streptavidine, ou 

biotine-avidine. 

e) permettant de conserver la capacite de fixation de trois 
conjugu^s biotinytes. 

L'invention concerne en premier lieu une microsphere de latex 
10 constitute de polymdres obtenus par polymerisation de monomeres insatures 
ethyltniquement, prtsentant des groupements fonctionnels en surface, et 
caract£ris£e en ce que sur au moins une partie desdits groupements sont 
greffes, par l'intermtdiaire d'une chaine divalente, des restes biotinyle. 

L'ensemble reste biotinyle-chaine divalente est aussi appele 
15 "chaine biotinylte". 

Les microspheres de latex sont classiquement constitutes de 
polymtres obtenus par polymerisation de monomeres tthyleniquement 
insaturts et sont fonctionnalisees en surface. 

n s'agit d'homopolymtres ou de copolymtres contenant des motifs 
20 d£riv£s de monomtres vinylaromatiques, tthyltniques, d'acides ou d'esters 
alcanoiques ou £thyl£niques dont une proportion est fonctionnaliste. 

Ce type de polymeres est facilement accessible k tout homme de 
Tart et on se contentera d'en citer quelques uns ci-apres, k titre non limitatif. 
II peut s'agir de : 

25 - monomeres 6thyleniques de type isoprtne, 1,3 butadiene, 

chlorure de vinylidtne, acrylonitrile, 

- monomeres vinylaromatiques comme le styrene, le 
bromostyr£ne, 1'alphamethylstyrdne, l'tthylstyrene, le vinyltoluene, le 
chlorostyrtne ou le chloromtthylstyrdne ou le vinylnaphtalene, 

30 - acides, esters ou anhydrides alcenoiques commes les acides 

acrylique, mtthacrylique, acrylates et mtthacrylates d'alkyle dont le groupe 
alkyle posstde 3 i 10 atomes de carbone, hydroxyalkylacrylates, les 
acrylamides, les esters d'acides tthyleniques a 4 ou 5 atomes de carbone ainsi 
que, 

35 - les monomeres difonctionnels tels que le divinylbenzene ou le 

diacrylate de 2,2-dim£thyl-l,3-propyl6ne et/qu d'autres monomeres 
copolymtrisables insolubles dans 1'eau. 



2157811 



Une partie des monom^res porte des groupements susceptibles de 
reagir, directement ou indirectement, avec des groupements fonctionnels de 
type amine, ou carboxyle par exemple, portes par des molecules biologiques 
comme les prot&nes et les enzymes. A titre representatif de ces groupes 
5 fonctionnels, on peut citer les halogenes, les groupements carboxyle, amine, 
isocyanate, aziridine, aldehyde, sulfonyle et les fonctions epoxy, 
chloromethyle. 

Les monom^res, plus particulterement utilises dans le cadre de la 
presente invention appartiennent a la famille des aryldnes et/ou des 

10 alkyienes. II s'agit preferentiellement de composes vinylaromatiques tels 
que: styrene, alpham^thylstyr&ne, ethylstyrene, tertio-butylstyrdne et 
vinyl toluene. De preference, ces monom^res sont substitues par un ou 
plusieurs groupements fonctionnels de type halogene, amine, alcoxy, 
carboxyle et/ou sulfonyle. 

15 Ces monom&res sont utilises seuls ou en melange entre eux en toute 

proportion. 

Les particules de polymdres peuvent etre obtenues par la mise en 
oeuvre d'une quelconque technique de polymerisation comme la 
polymerisation en Emulsion classique, en micro&nulsion, en suspension, en 
20 microsuspension, ou le cas echeant par polymerisation en milieu organique. 
Ces techniques famili&res & l'homme de Tart ne seront pas rappelees ici. 

Les particules selon l'invention sont hydrophobes et possedent de 
preference une taille generalement comprise entre 0,01 et 20 microns et de 
preference inferieure a 5 microns. Elles sont calibrees, monodisperses et 
25 presentes dans le latex k raison d'une quantite variant entre 0,05 a 30 % en 
poids du poids total du latex, preferentiellement entre 0,1 et 2 %. 

Generalement, la densite surfacique de groupements fonctionnels 
par nanometre carre de microsphere est compris entre environ 1 et environ 
50l 

30 Les microspheres de latex peuvent etre magnetisables et dans ce 

cas, elles sont associ£es k des materiaux magnetisables comme ceci est par 
exemple decrit dans les brevets US 4 339 337, US 4 358 388, US 4 948 739. 

Parmi les materiaux pouvant constituer les parties magnetisables 
des microspheres, on peut citer la magnetite, Thematite, le dioxyde de 

35 chrome, les oxydes mixtes yttrium-fer, les ferrites telles que les ferrites de 
manganese, nickel, . manganese-zinc les alliages de cobalt, nickel, 
gadolinium, samarium-cobalt" ... Les materiaux preferentiels sont 
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g6neralement la magnetite et Th^matite. 

La quantity de materiaux magn£tisables contenus dans les 
microspheres correspond & environ 0,5 & 70 %, de preference & environ 15 a 
60 % du poids de la microsphere composite magnetisable. 
5 Du fait de la presence de la chaine divalente qui fonctionne comme 

un "bras espaceur" les contraintes st£riques dues & la proximite de la phase 
solide que repr^sente la microsphere sont 61iminees. De plus, la proteine 
(avidine ou streptavidine), etant eioignee de la surface de la microsphere, 
conserve sa capacity de fixation de trois autres conjugues biotinyles. 
10 De preference, la chaine divalente presente une longueur 

moyenne allant de 5 i 120 A, avantageusement de 5 i 50 A et plus 
avantageusement aux environs de 1 5 A. 



susceptible d'etre conjugue avec l'avidine ou la streptavidine. Ce reste doit 
15 done comporter la structure de formule : 



Par l'expression "reste biotinyle* on entendra un radical 



20 




H 




X est soit un atome d'oxygene, de soufre ou un radical imino N-H. 



35 Z est un groupe C = O ou -S- 
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De preference, la chaine divalente comporte de 3 & 80 atomes de 
carbone, avantageusement 8 & 20. 

II s'agit g^n^ralement d'un radical divalent hydrocarbone, 
eventuellement substitue, comportant eventuellement dans la chaine 
5 principale un ou plusieurs heteroatomes choisis parmi les atomes d'azote, 
d'oxyg&ie, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs des atomes de carbone 
pouvant etre des groupes carbonyle ou derives (imine, oxime etc.) ou 
comportant un ou plusieurs cycles ou heterocycles. 

Les substituants du radical divalent sont ceux qui ne produisent 
10 pas d'empechement sterique tel que le greffage sur les groupes fonctionnels 
de la microsphere deviendrait difficile voire impossible. II s'agit done de 
substituants de faible encombrement tel que les radicaux methyle, amino, OH, 
etc. 

De m£me, ces substituants ou les heteroatomes faisant partie de la 
15 chaine elle-meme ne devront pas interferer dans la reaction entre le groupe 
terminal de cette chaine et les groupes fonctionnels. 

De fagon generate, le nombre de chaines biotinyiees sur chaque 
microsphere de latex doit etre suffisant pour permettre la mise en oeuvre 
d'un test de diagnostic. 
20 : Sur un plan pratique, ce nombre est une proportion plus ou moins 

importante de la quantite de groupes fonctionnels presents sur la 
microsphere. 

Cette proportion varie avantageusement entre 1 et 50 % des 
groupes fonctionnels presents & la surface de la microsphere, de preference 
25 la proportion est comprise entre 5 et 30 96. 

Comme on Pa indique precedemment, la densite surfacique de 
groupements fonctionnels par nanometre carre de microspheres est compris 
entre 1 et 50, ledit nombre est aisement determinable. 

Selon une premiere variante, la microsphere de latex presente la 
30 structure suivante : 

M- [CO-NH-R-NH-B ] n III 

dans laquelle : 

n represente le nombre moyen de molecules greffees par unite de surface, 
M represente la microsphere de latex 

35 B represente la chaine biotinyiee. 
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R est un radical divalent hydrocarbon^, eventuellement substitue comportant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes choisis parmi l£s atomes 
d'azote, d'oxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs groupes 
carbonyle ou derives, un ou plusieurs cycles ou h^terocycles. 

5 De preference B correspond a la formule II ci-dessus ou Z est C = O. 

De preference encore, Ri est Ie radical divalent (0^)4. 

Neanmoins, Tinvention n'est pas limitee h cette forme particuliere 
de reste biotinyle et peut egalement s'etendre aux restes dont la chaine 
-C-(CH 2 )4r peut etre remplacee par une chaine equivalents 
10 O 

De preference, parmi les nombreux radicaux divalents R pouvant 
convenir dans la realisation des microspheres selon Tinvention, on peut 
citer le reste divalent de la cadaverine, rethyienediamine, 
I'hexamethyienediamine ou un dihydrazide tel que Tadipodihydrazide, un 
15 reste de peptide, un reste d'acide amine basique tel que la lysine, de 
preference un reste de formule : 

-R2-C-NH-R3- 

O 

dans laquelle R 2 , R3 identiques ou differents sont une chaine divalente en C x - 
20 Cg, de preference C2-C6, avantageusement C5. 

On a dejk indique que la densite surfacique des groupes 
fonctionnels sur la surface de la microsphere etait avantageusement 
comprise entre 1 et 50 par nanometre carre 

De preference, le pourcentage de bras espaceurs biotinyies greffes 
25 sur les groupes fonctionnels superficiels est compris entre 1 et 50 %. 
Avantageusement, Ie pourcentage est compris entre 5 et 30 %. 

Le nombre n peut done etre determine compte tenu du diametre de 
la sphere et est de fagon generale compris entre environ 0,1 et environ 10. 

Selon une seconde variante, la microsphere de latex presente la 
30 structure suivante : 

M- [NH-CO-R-B]n IV 
dans laquelle M, n ont la meme signification que dans la structure III. 
B represente la chaine biotinyiee, 
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R repr6sente un radical divalent hydrocarbon^, eventuellement substitue 
comportant Eventuellement un ou plusieurs heteroatomes choisis parmi 
les atonies d'azote, d'oxygene, de soufre, de phosphore, un ou plusieurs 
groupes carbonyle ou derives, un ou plusieurs cycles ou heterocycles. 

5 De preference, B correspond & la formule II presentee ci-dessus 

ou Z est S. De preference encore R! est le radical divalent (CH2>4. 

Neanmoins, l'invention n'est pas Iimitee & cette forme particuliere 
de reste biotinyle et peut egalement s'etendre aux restes dont la chaine 
-S-(CH2)4- peut Stre remplac^e par une chaine equivalente. 
10 On a d€jk indique que la density surfacique des groupes 

fonctionnels sur la surface de la microsphere etait avantageusement 
comprise entre 1 et 50 par nanometre. carre. 

De preference, le pourcentage de bras espaceurs biotinyles greffes 
sur les groupes fonctionnels superficiels est compris entre 1 et 50 %. 
15 Avantageusement, le pourcentage est compris entre 5 et 30 %. 

Le nombre n peut done Stre determine compte tenu du diametre de 
la sphere et est de fagon generate compris entre environ 0,1 et environ 10. 

De preference, parmi les nombreux radicaux divalents R pouvant 
convenir dans la realisation des microspheres selon l'invention, on peut 
20 citer le reste divalent : 



25 




Bien entendu, d'autres groupes equivalents peuvent convenir. 
L'invention concerne egalement les complexes microsphere 
30 biotinyiee-avidine ou streptavidine caracferis6s en ce que la microsphere est 
choisie parmi celles qui ont ete decrites precedemment. 

Hie concerne plus particuliferement une microsphere dans 
laquelle chaque reste biotinyle est conjugue k une avidine ou streptavidine. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation de la 
35 microsphere ou du complexe tel qu'ils viennent d'etre decrits precedemment 
caracterise en ce qu'on effectue les 6tapes suivantes : 
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a) activation des groupements fonctionnels, 

b) greffage de la chaine biotinyiee dont Pextr6mite terminale est 
reactive vis-i-vis du groupement fonctionnel active, 

c) eventuellement complexation avec Pavidine ou la 
5 streptavidine. 

De preference, afin d'effectuer Petape c) pour obtenir le complexe 
microsphere biotinyie-avidine ou streptavidine, on utilisera un exces molaire 
d'avidine ou de streptavidine par mole de biotine (avantageusement aux 
environs de 2). 

10 Le couplage (complexation) est effectue de mantere connue par 

exemple en presence d'un tampon phosphate + serum albumine bovine suivi 
d'un lavage par un tampon phosphate. 

On decrit maintenant deux modes de realisation particuliers 
permettant la preparation respectivement des microspheres de structure III 

15 et IV. 

Selon un procede de preparation des microspheres biotinylees de 
structure III la premiere etape consiste k activer le latex carboxylique par 
synthese d'un ester actif de sulfo N-hydroxysuccinimide (S-NHS) en presence 
de carbodiimide , notamment le CMC ou 1-cyclohexyl 3-(2-morpholino ethyl), 
20 carbodiimide meta-p-toluene sulfonate ou le EDC (l-ethyl-3-(3-dimethyI- 
amino-propyl carbodiimide methiodide) selon la reaction suivante : 

? " O v S0 3 Na ^ O vV ^S0 3 Na 

N ' 



25. 



Latex-COOH + C + HO-N 



' ' Latex-<J-0-N 



NHR 
+ 0=C' N 

NHR 



La reaction est effectuee en solution aqueuse. La reaction du 
30 carbodiimide sur les latex carboxyliques dans Peau pure est quasi- 
instantanee k condition que le carbodiimide soit utilise en exces. 

Selon un mode operatoire prefere, on ajoute une solution aqueuse 
de S-NHS immediatement apr&s le carbodiimide. La reaction peut etre 
contr6iee en suivant la disparition de S-NHS par spectrometrie d'absorption 
35 UV visible (K max = 268 nm ; coefficient d'extinction molaire : 
e = 7500 mol-i.l.cm-i en tampon phosphate pH = 7). - 

Pour cette etape de preparation de Pester active, il est preferable 
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pour obtenir une reaction rapide et aussi complete que possible, de travailler 
avec un exc£s molaire d'EDC notamment compris entre 2 et 20, de preference 
compris entre 4 et 10 (par rapport aux fonctions -COOH du latex) et un exces 
molaire de S-NHS notamment superieure & la concentration en EDC, c'est-a- 
5 dire compris entre 5 et 100 (par rapport aux fonctions -COOH du latex) de 
preference entre 7 et 50 pour une dur^e d'activation de 15 & 20 minutes. 
L'excfcs de S-NHS est eiimine par plusieurs lavages a l'eau ou avec une 
solution aqueuse de NaCl (0,25 M par exemple) jusqu'a ce que le surnageant 
ait une DO negligeable. 
10 La deuxi£me etape consiste dans le greffage de la chaine biotinylee 

& terminaison amine sur le latex active par formation d'une liaison amide 
selon la reaction suivante : 



15 



O SONa 0 

y — ( li 

Latex-J-O-N I * NH r R"NH-g>— > latex-C- NH- R- NH~g> 



i S-NHS 

Latex bhtinyie* 



De preference, la reaction est effectuee de mantere a ce qu'il y ait 
une proportion sensiblement stoechiometrique de chaine biotinylee par 

20 rapport au nombre de fonctions -COOH pr^sentes sur la microsphere. Le 
greffage d'une amine sur le latex active peut etre contr&le par dosage du S- 
NHS libere lors de la reaction de transamidification. La reaction est effectuee 
en tampon k pH basique notamment aux environs de 9, notamment un tampon 
borax, mais peut aussi £tre effectuee dans l'eau ou dans une solution aqueuse 

25 deNaCl. 

Le procede de preparation des composes biotine-chaine divalente 
est effectue par des voies de synthase connues de l'homme du metier a partir 
de diamines commerciales dont un radical NH2 est eventuellement masque. 

Un procede de preparation d'une microsphere de structure IV est 
30 caract£ris6 en ce qu'il comprend : 

a) Tactivation du latex amine par un bras espaceur 
heterobifonctionnel de type sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidoalkyl) 
arylester tel que le sulfosuccinimidyl 4-(N-maieimidomethyl) cyclohexane-1 
carboxylate ou S-SMCC, ou Tester maleimido sulfosuccinimidyl de I'acide 

35 caproique, 

b) le greffage sur le latex active de la chaine biotinylee a 
terminaison -SH. 
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L'activation du latex amine est realisee par exemple sous Taction 
du sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidom6thyl) cyclohexane-1 carboxylate ou 
S-SMCC, de formule : 



5 




10 

k pH neutre ou legerement basique. La reaction entre le latex amine et le S- 
SMCC est suivie par spectrophotometrie U.V. Sur des echantillons centrifuges 
1 pic k 268 nm du k Tapparition de S-NHS peut etre mis en evidence. 

La reaction avec le bras espaceur biotinyle k terminaison 
15 sulfhydryle consiste dans la reaction suivante : 



20 




o 



L'invention a enfin pour objet Tutilisation des microspheres ou 
des complexes precedemment decrits comme agent de diagnostic ou de 
25 detection. 

Les systemes avidine ou streptavidine-biotine peuvent etre utilises 
dans des domaines biologiques iris varies. Les complexes ou microspheres 
decrits precedemment peuvent etre notamment utiles dans les tests 
d'hybridation d'acides nucieiques, de dosage immunologique ou de dosage 
30 enzymatique. 

Selon un premier aspect, les microspheres peuvent etre utilisees 
dans les domaines de la separation d'ADN. 

Dans cette variante, la microsphere est mise en presence de 
Tavidine ou de la streptavidine et du brin d'ADN biotinyle. Cette methode 
35 pr^sente Tavantage de pouvoir mettre a profit les multiples sites de liaison de 
l'avidine ou la streptavidine avec la biotine. 

La preparation de 1'ADN biotinyle est effectuee de maniere connue 
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par amplification par la methode PCR.en faisant intervenir une proportion 
approprtee de nucleotides biotinytes. 

II est £galement possible d'appliquer la m£me methode & la 
detection immunologique en faisant intervenir a la place de 1'ADN biotinyle 
5 une proline li€e & un anticorps biotinyle specifique de celle-ci. 

Ce systfeme est bien entendu applicable k d'autres molecules comme 
la lectine, la proline A etc. 

Selon un deuxi&me aspect, les complexes sont directement 
impliqu£s dans les reaction ci-dessus, l'avidine ou la streptavidine n'etant 
10 plus sous forme libre. 

Selon un troisidme aspect, les complexes sont utilises en tant que 
support d'affinit£ avidine ou streptavidine-biotine. 

Les complexes immobilises peuvent etre utilises pour purifier, 
r£cuperer, caract^riser les esp£ces biologiques cities dans la variante 
15 pr£c£dente. 

Par exemple, une proteine presente dans les cellules peut reagir 
avec un anticorps biotinyle, celle-ci pouvant ensuite etre recuperee apres 
lyse des cellules sur la colonne d'affinite formee de complexe selon 
1'invention. 

20 L'filution peut £tre assume par dissociation de la proteine d'avec le 

complexe. 

De meme, une sonde d'ADN radioactive fixee sur un ADN 
pr£alablement amplify par PCR et biotinyle peut etre immobilis£e sur un tel 
support constitu£ des complexes selon l'invention. Le comptage radioactif 
25 indique le nombre de molecules d'ADN a detecter. 

D'autres applications comprennent notamment le s6quencage 
d'ADN en phase solide en combinaison avec la methode PCR, le tri-cellulaire 
en combinaison avec des anticorps sp£cifiques de la cellule consideree et 
biotinytes (cf. Clin. Chem. 37/5, 625-636 (1991) P. Diamandis et al). 
30 Bien entendu, d'autres applications peuvent etre envisagees par 

1'homme du metier sans sortir du cadre de la presente invention. 

Les exemples ci-aprfes illustrent la presente invention. 
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Exemple 1 : Preparation de latex magnetique biotinvie 

Le latex magnetique utilise est celui commercialise par la societe 
PROLABO sous la reference ESTAPOR Ml. 070/60 qui presente les 



caracteristiques suivantes : 

5 - diam£tre moyen d'une bille 0,8 pm 

- masse volumique estim£e : 1,94 g.mH 

- pourcentage massique de latex en suspension 10% 

- pourcentage massique de ferrite (pigment magnetique) 60 % 

- concentration superficielle des fonctions -COOH 197peq.g-i 
10 de latex sec 

- surface d'une bille 2 nm2 

- volume d'une bille 0,27^m3 

- nombre de billes/g de latex sec 2.1012 

- nombre de fonctions -COOH/bille 6.21.106 

15 - densite des fonctions -COOH 3 1 -COOH/nm2. 
Ces latex sont polydisperses. 



Le latex est lav6 prealablement k Pactivation. 

Dans 1 ml d'eau bidistillee, on introduit sous agitation (Vortex 400 
t/min) 24 mg de microbilles lavees, ce qui donne une concentration de 474 
20 |iM en fonction carboxylique. Un excfcs molaire de 5 en EDC (l-ethyl-3-(3- 
dimethyl-amino-propyl carbodiimide methiodide) est ajoute et un exces 
molaire de 50 en S-NHS est ajoute 1 minute apr£s l'EDC. 

En quinze minutes, la quantite de S-NHS necessaire ii la formation 
d'ester actif est totalement consommee. L'exc^s de S-NHS est elimine par 
25 plusieurs lavages, par une solution aqueuse de NaCl 0,25 M, jusqu'& ce que le 
surnageant ait une DO negligeable. 

Le greffage de la biotine-X-cadaverine a ete realise dans les 
conditions suivantes : 

- milieu : eau distillee (4 ml), 

30 - biotine-X-cadaverine en quantite stoechiometrique par rapport 

aux fonctions -COOH initiates, 

- agitation vortex (400 tours/min). 

Le produit obtenu presente les caracteristiques suivantes : 
Le pourcentage de latex greffe par la biotine-X-cadaverine est 
35 d'environ 7 % (exprime en microequivalents de fonctions biotine par rapport 
aux fonctions carboxyliques initiates). 
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Une solution de streptavidine peroxydase dans de l'eau bidistillee a 
0,01 % d'azide de sodium (concentration finale) est ajoutSe au latex biotinyle a 
raison de 2 moles de streptavidine peroxydase par mole de biotine greffee sur 
latex, soit 1 mg de streptavidine coupte & la pero^dase pour 2,1 ng de biotine. 
5 Le couplage biotine-streptavidine est effectu6 en tampon PBS + 

BSA (phosphate 0,1 M pH 7,2 dans NaCl 0,25 M contenant 1 g/1 de BSA (serum 
albumine bovine)), ensuite le latex streptavidine est Iav6 quatre fois par 
tampon phosphate 0,1 M dans NaCl 0,25 M et stocke dans 1 ml de ce tampon. 



10 Exemole 2 

Preparation de latex carboxvlique non magnet iaue biotinvlg 

Le latex non magn€tique utilise est celui commercialise par la 

soci<*t6 PROLABO sous la reference ESTAPOR Kl. 030 et presente les 

caract^ristiques suivantes : 
15 - diamdtre d'une bille 0,3 jim 

- masse volumique estim^e : 1 g.mH 

- pourcentage massique de latex en suspension 10 % 

- concentration superficielle des fonctions -COOH 237jieq.g-i 

de latex sec 

20' - surface d'une bille 0,28 jim* 

- volume d'une bille O,0139nm3 

- nombre de billes/g de latex sec 7,9-1013 

- nombre de fonctions -COOH/bille 2.106 

- densite des fonctions -COOH 7,l-COOH/nm2. 
25 Ces latex sont monodisperses. 

Le latex est lave prealablement a l'activation. 

La reaction deactivation est faite entterement dans l'eau bidistillee 
avec une concentration de 62 \iM en fonction carboxylique, un exces de 7 en 
EDC et un excfes de 3 en S-NHS, ajoutS 1 minute apres EDC 
30 En trois minutes, la quantite de S-NHS necessaire k la formation 

d'ester actif est totalement consommee (DO = 0,68). 

Le greffage de la biotine-X-cadav£rine a et6 realise dans les 
conditions suivantes : 

- milieu : eau distillee, 

35 - biotine-X-cadav6rine en quantity stoechiom^trique par rapport 

aux fonctions -COOH initiates, 

- agitation vortex (400"tours/min). 
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Le pourcentage de latex grefte par la biotine-X-cadav£rine est 
d'environ 7 % (exprim6 en microequivalents de fonctions biotine par rapport 
aux fonctions carboxyliques initiates). 

Une solution de streptavidine peroxydase dans de 1'eau bidistillee a 
5 0,01 % d'azide de sodium (concentration finale) est ajout^e au latex biotinyle a 
raison de 2 moles de streptavidine peroxydase par mole de biotine greffe sur 
latex pour obtenir le complexe. 



0215781 lopa.afp Page 1 



Page 1 of 1 







90°C 


180°C 



o 
K 

Latex— C-NH-R— NH-|ej> 



Latex biotinyfd 



http://patentslJc.gc.ca/fcgi-bin/any2html?FILENAME=%2Fcpoti%2Fprod%2Fapache%2Fhtdoc... 10/29/2004 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

^BLACK BORDERS 

Q IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . - 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



